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Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um sensor de carbono 
vítreo modificado com nanotubos de carbono de paredes múltiplas para 
determinação dos hormônios estrona, estriol e 17-α-etinilestradiol em água do mar. 
Utilizando a técnica de voltametria cíclica foi possível observar que os três 
hormônios em estudo apresentaram voltamogramas característicos de processos 
irreversíveis em tampão BR 0,1 mol L-1, pH 7,0. Os potenciais de pico de oxidação 
foram 0,59 V, 0,57 V e 0,56 V para estrona, estriol e 17-α-etinilestradiol, 
respectivamente. Ainda em voltametria cíclica também foram feitos o estudo da 
influência do pH do meio e da variação da velocidade de varredura no processo de 
oxidação dos três hormônios, o resultados indicaram que o processo de oxidação é 
próton dependente e controlado pela adsorção. O método de modificação do 
eletrodo com adições sucessivas de nanotubos de carbono apresentou-se eficiente 
para um melhor recobrimento da superfície do eletrodo, promovendo um aumento 
na intensidade do sinal de pico dos hormônios e uma maior resistência à 
passivação da superfície eletródica. Os parâmetros da voltametria de onda 
quadrada foram otimizados para o desenvolvimento da metodologia analítica, 
foram otimizados amplitude da onda quadrada, frequência da onda quadrada e 
incremento de varredura. Após otimização dos parâmetros as curvas analíticas 
para os três hormônios foram obtidas, os resultados apresentaram linearidade na 
faixa de concentração de 1,0x10-6 mol L-1 a 9,0x10-6 mol L-1 para estrona e estriol e 
de 1,0x10-6 mol L-1 a 4,5x10-6 mol L-1 para o 17-α-etinilestradiol. O teste de 
recuperação feito para a estrona em amostra de água do mar apresentou um valor 
de 74% para a amostra fortificada na concentração de 1,0 x 10-6 mol L-1, indicando 
a aplicabilidade da metodologia desenvolvida para quantificar a estrona 









This work aimed de development of a glassy carbon sensor modified with 
multi-walled carbon nanotubes for determination of estrone, estriol and 
17-α-ethinylestradiol in seawater. Using the cyclic voltammetry technique it was 
possible to observe that the three hormones in study showed voltamograms typical 
of irreversible process in BR buffer 0.1 mol L-1, pH 7.0. The oxidation potential  peak 
were 0.59 V, 0.57V e 0.56 V, for estrone, estriol and 17-α-ethinylestradiol, 
respectively. Also in cyclic voltammetry the study of pH of the medium and sweep 
velocity effect in the oxidation process for the three hormones were made, the 
results showed that the oxidation process is proton dependent and controlled by 
adsorption. The electrode modification method with successive addictions of carbon 
nanotubes showed efficiency for a better electrode surface cover, increasing the 
peak signal intensity of the three hormones and a bigger surface passivation 
resistance. The square wave voltyammetry parameters were optimized to the 
analytical method development, square wave amplitude, frequency and scan 
increment were optimized. After the parameters optimization the analytical curves 
were obtained for the three hormones, the results presented linearity in the 
concentration range 1.0x10-6 mol L-1 to 9.0x10-6 mol L-1 for estrone and estriol, and 
1.0x10-6 mol L-1 to 4.5 x 10-6 mol L-1 for 17-α-ethinylestradiol. The recovery test for 
estrone in seawater sample showed the value of 74% for spiked sample at the 
concentration of 1.0 x 10-6, indicating the applicability of the developed methodology 
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1.1  Considerações Gerais 
Há um grande interesse no monitoramento da qualidade ambiental, seja a 
qualidade do ar, águas superficiais, águas subterrâneas, ambientes marinhos e 
solo. O monitoramento sistemático serve como base de dados para avaliação 
temporal e espacial da qualidade ambiental, seus resultados orientam medidas 
de políticas públicas visando o controle e a remediação da poluição. 
O estado de São Paulo conta com uma rede de monitoramento da 
qualidade das águas composta por 449 pontos distribuídos pelos principais rios 
e reservatórios (Rede Básica), 62 pontos em zonas estuarinas e no Oceano 
Atlântico (Rede Costeira) e 13 estações de monitoramento automático da 
qualidade de água administradas pela Companhia Ambiental do Estado de São 
Paulo (CETESB). A Companhia conta ainda com 165 pontos distribuídos pelos 
15 municípios que constituem a costa do litoral paulista e 31 pontos em rios e 
reservatórios para o monitoramento das condições de balneabilidade(1,2). 
Muitas atividades humanas ocorrem na região costeira, turismo, esportes 
náuticos pesca e maricultura, navegação comercial, etc. Atividades que 
requerem diferentes graus de qualidade da água do mar mas também podem 
causar impactos no meio marinho. Os principais tipos de poluição em águas 
costeiras são: esgotos sanitários, derramamentos de petróleo e efluentes 
industriais(1,2).  
A poluição fecal, causada pelo despejo de esgotos domésticos é a mais 
comum, sendo encontrada em todas as regiões do litoral paulista. Os derrames 
de petróleo são relativamente localizados em regiões com maior trafego de 
navios petroleiros, como nos portos de Santos e São Sebastião. Já a poluição 
industrial ocorre em regiões com a presença de parques industriais(1,2).  
Quando a população existente nos municípios do litoral é acrescida pelo 
grande número de turistas em épocas de férias e feriados, provoca-se um 
aumento considerável da quantidade de esgoto doméstico gerado. Este esgoto 
chega ao oceano por meio de contribuições difusas de corpos d’água, visto a 
deficiência da coleta em alguns municípios ou por fontes pontuais constituídas 
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por emissários submarinos. O aporte de esgoto no meio gera diversos 
impactos ao meio, contaminação microbiológica, acréscimo de matéria 
orgânica, aumento da turbidez e o enriquecimento por nutrientes(3). 
A maioria dos emissários submarinos no Brasil encontra-se no Estado de 
São Paulo, o esgoto coletado passa por uma estação de pré-condicionamento 
constituída por um gradeamento, peneiras finas e processo de cloração antes 
do lançamento ao mar. Não há qualquer tipo de tratamento primário, conta-se 
apenas com a capacidade de diluição e autodepuração do mar para realizar a 
degradação do esgoto(3). Na Figura 1 encontram-se os emissários submarinos 
localizados na Baixada Santista. 






Em imagens aéreas é possível observar a pluma de contaminação na 













Estudos na literatura confirmam a presença de diversos poluentes em 
ambientes aquáticos e na descarga de estações de tratamento de efluentes 
(ETE). Estes poluentes, ditos poluentes emergentes (EPs), do inglês “emerging 
pollutants”, são produtos farmacêuticos, hormônios, produtos de higiene, 
pesticidas, entre outros(5).  
Estes compostos não se apresentam naturalmente no meio ambiente, 
indicando atividade antrópica no meio, principalmente o descarte irregular de 
esgoto doméstico e industrial. Os processos de tratamento de efluentes 
convencionais não eliminam com eficiência estes poluentes gerando potencial 
impacto ao meio ambiente e à saúde dos seres vivos(6).  
Dentro da classe dos poluentes emergentes estão os disruptores 
endócrinos (EDCs), do inglês “endocrine disruptor compounds”, estes 
compostos podem agir causando desordem no sistema endócrino, levando a 
problemas de desenvolvimento, reprodução e até câncer. Mesmo em baixas 
concentrações os EDCs podem causar uma série de efeitos nos organismos 
aquáticos como infertilidade, feminização e anomalias nos órgãos reprodutivos. 
Assim, é essencial monitorar a presença de EDCs em águas naturais para a 
proteção dos ecossistemas aquáticos(7). 
Os estrógenos naturais ou sintéticos, componentes de fármacos e 
excretados na urina humana(8), estão na lista de substancias classificadas 
como EDCs. Os estrógenos naturais (estrona e 17-β-estradiol) e o sintético 
(17-α-etinilestradiol) são responsáveis pela maior parte da atividade 
estrogênica detectada em ETEs do Reino Unido(9,10). A atividade estrogênica 
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também foi detectada em ETES da Alemanha(11,12) e Suiça(13). Estrona, 
17-β-estradiol e estriol foram detectados no efluente de entrada de ETE do 
Japão(14), a estrona e o 17-β-estradiol ainda foram encontradas na saída do 
processo de tratamento.  
O monitoramento da presença de EDCs no meio ambiente tem sido 
realizado em uma grande variedade de estudos, entretanto, os métodos 
analíticos utilizados são em geral baseados em métodos cromatográficos 
associados à detectores de UV-VIS, espectrometria de massa, fluorescência, 
entre outros(14,15), os quais são sensíveis e seletivos, mas laboriosos e 
relativamente caros.  
A atividade dos EDCs também pode ser avaliada por métodos 
ecotoxicológicos, revelando a atividade mutagênica e/ou estrogênica 
comparada ao efeito de uma substancia de referência(16,17). 
O desenvolvimento de novos materiais e novas metodologias para o 
monitoramento de EDCs e outros poluentes ambientais tem fundamental 
importância, principalmente quando há a possibilidade da análise in-situ e até a 
criação de sistema de monitoramento remoto on-line, obtendo-se desta forma 
uma amostragem continua ao longo da escala temporal.  
Os métodos eletroanalíticos apresentam diversas vantagens para 
determinação de contaminantes ambientais, equipamentos de menor custo, 
análises mais rápidas e a não utilização de solventes orgânicos. As técnicas 
eletroanalíticas tem sido amplamente utilizadas para determinação qualitativa, 
quantitativa e para degradação de diferentes analitos em meio aquoso. 
A modificação de eletrodos tem sido cada vez mais estudada visando o 
desenvolvimento de sensores com maior sensibilidade e seletividade. 
Adicionalmente, aparece como uma boa alternativa para determinação de 





1.2 Compostos de interesse para o presente estudo 
Neste trabalho os compostos selecionados para estudo foram os 
hormônios estrona (E1), estriol (E3), hormônios naturais e o 17-α-etinilestradiol 
(EE2), hormônios sintético, compostos cujas formulas estruturais estão 
apresentadas na Figura 3. 







Os hormônios estradiol, estrona e estriol são os três estrógenos principais 
produzidos pelo corpo em ordem de atividade. Sendo suas concentrações no 
organismo variáveis em função do estágio de desenvolvimento do indivíduo 
(pré-puberdade, puberdade, ciclo menstrual, gravidez e menopausa)(18,19). 
A estrona é produzida nos ovários a partir da androstenediona também a 




O estriol é produzido principalmente pelas células trofoblásticas da 
placenta pela metabolização de intermediários esteroides formados pelas 
adrenais, se tornando o hormônio predominante durante a gravidez(19). 
Também é muito utilizado para reposição hormonal na menopausa em 
formulações de cremes. 
 O 17-α-etinilestradiol é o estrógeno sintético mais utilizado para 
reposição hormonal e em pílulas anticoncepcionais(20).  
Os três compostos possuem estruturas químicas muito semelhantes 
sendo diferenciados apenas pelos diferentes grupos funcionais carbonila, 
hidroxila e etinil, localizados nos carbonos 16 e 17 do hormônios. 
O mecanismo de reação proposto sugere que a reação de oxidação 
destes hormônios ocorrem no grupo hidroxila do anel aromático, envolvendo a 
transferência de dois prótons e dois elétrons(21,22), como mostrado na Figura 4. 
















1.3 Síntese da Bibliografia Fundamental 
Dentre os materiais utilizados para modificação de eletrodos no 
desenvolvimento de sensores e biossensores eletroquímicos merecem 
destaque os nanotubos de carbono. 
Nanotubos de carbono (CNT) foram descobertos por Iijima(23) utilizando o 
método de evaporação por descarga elétrica, similar ao método utilizado para a 
síntese do fulereno. Os nanutobos de carbono podem se apresentar em dois 
tipos: nanotubos de parede simples (SWCNTs), do inglês single-walled carbon 
nanotubes e nanotubos de paredes multiplas (MWCNTs) do inglês multi-walled 
carbon nanotubes(24,25) (Figura 5). As paredes dos nanotubos de carbono não 
são reativas, utiliza-se a funcionalização para se gerar grupos funcionais em 
suas bordas (-COOH, -OH, -CO)(26).  
Figura 5: Tipos de nanotubos de carbono. 
 
Fonte: Google Imagens(4). 
 
As técnicas eletroquímicas tem sido bastante estudadas como ferramenta 
analítica para diversos compostos inclusive estrógenos, fazendo-se do uso de 
eletrodos de diferentes tipos, modificações, etc.  
Asadian et al. desenvolveram um eletrodo de carbono vítreo (GCE) 
modificado com nanotubos de carbono para determinação eletroquímica do 
metrotrezato utilizando as voltametrias cíclica e de pulso diferencial. Foi 
avaliado o efeito da presença do acido ascórbico, dopamina e ácido úrico na 
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aplicação do método em amostras biológicas (sangue e urina). Obteve-se 
excelentes porcentagens de recuperação confirmadas por espectroscopia 
UV-Vis e HPLC(27). 
 Utilizando a técnica da voltametria da onda quadrada Perez et al. 
desenvolveram uma metodologia para a determinação do hormônio 
17-α-etinilestradiol em água da represa Billings, importante reservatório de 
água de São Paulo, alimentado por diversos rios da região metropolitana, 
cercado por diversos bairros e indústrias que contribuem para a carga de 
contaminantes(28).  
Sun et al. utilizaram um eletrodo de carbono vítreo modificado com 
MWCNTs para avaliar o efeito catalítico na oxidação da estrona, estradiol e 
estriol, observando um aumento na intensidade do sinal de oxidação dos 
hormônios. A interferência de componentes da urina na detecção dos 
hormônios também foi avaliada (29).  
Utilizando uma modificação de nanotubos de carbono e partículas de 
platina em eletrodo de carbono vítreo Lin et al. investigaram um método para 
determinação dos estrógenos naturais estradiol, estrona e estriol. O método 
desenvolvido apresentou resultados de recuperação satisfatórios para a 
determinação de estrógenos em plasma sanguíneo confirmados por dados 
clínicos obtidos pelo método ELISA(30).  
Pavinatto et al. combinou a modificação de MWCNTs com quitosana em 
um eletrodo de óxido de estanho dopado com flúor (FTO) para detecção 
eletroquímica do  17-α-etinilestradiol, observando um sinal que antes não era 
observado com o eletrodo sem modificação(31).  
Com um eletrodo de carbono vítreo modificado com nanotubos de 
carbono de paredes múltiplas, Sierra-Rosales et al. determinaram 
eletroquimicamente a presença de corantes alimentícios em bebidas 
refrigerantes(32). 
Yang et al. utilizaram um eletrodo de carbono vítreo modificado com 
nanotubos de carbono de paredes múltiplas funcionalizados com vermelho do 
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congo para determinação da estrona. Também foi avaliado o efeito da 
presença de surfactantes no meio na intensidade do sinal do hormônio. 
Observou-se que a combinação das propriedades dos nanotubos de carbono e 
da presença de surfactante proporcionou uma alta sensibilidade para o método 
de determinação da estrona e ainda uma boa eficiência na recuperação(33).  
Palazzo et al. utilizaram um eletrodo de carbono vítreo (GCE) que foi 
modificado pela deposição de MWCNTs funcionalizados com ácido carboxílico 
que foi usado como sensor para determinação do pesticida organofosforado 
fenitrotion em amostras de chá de maçã. O método de modificação do eletrodo 
foi otimizado utilizando-se a adição e subsequente evaporação de alíquotas 
sucessivas, mais diluídas, da dispersão dos MWCNTs em etanol, melhorando o 
recobrimento do substrato do GCE. Foi observado que os MWCNTs 
aumentaram significativamente os valores de intensidade de corrente de pico 
bem como protegeram o substrato contra a contaminação do pesticida na 
superfície do eletrodo modificado(34). 
As técnicas de modificação de eletrodos com nanotubos de carbono 
apresentam uma grande eficiência para a determinação analítica, aumentando 
significativamente a sensibilidade da análise com um simples processo de 
adsorção física da modificação, tornando este tipo de modificação um dos 
métodos mais simples para o desenvolvimento de sensores. Assim, é 
promissor o desenvolvimento de sensores baseados em nanotubos de carbono 
e da metodologia de determinação dos hormônios estrona, estriol e 
17-α-etinilestradiol diretamente em água do mar, sem qualquer tipo de 









Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de sensores 
baseados em nanotubos de carbono para a determinação dos estrógenos 
estrona, estriol e 17-α-etinilestradiol em água do mar.  
Este objetivo geral pode ser detalhado em: 
 Avaliação da resposta eletroquímica dos hormônios sobre o eletrodo 
de carbono vítreo (GCE) e sobre o eletrodo modificado com os 
nanotubos de carbono (GCE/MWCNT). 
 Desenvolvimento de metodologia analítica para determinação dos 
hormônios em água do mar utilizando o eletrodo modificado. 
 Aplicação da metodologia desenvolvida para a determinação do 






















3. Parte Experimental 
3.1 Reagentes e Soluções 
Os reagentes utilizados foram de grau analítico (Tabela 1).  






Ácido Acético Sigma-Aldrich 
Ácido Bórico Synth 
Ácido Fosfórco Sigma-Aldrich 
Ácido Sulfúrico Synth 
Cloreto de Potássio Merk 
Hidróxido de Sódio Merk 
Etanol Synth 
Alumina Arotec 
MWCNT Cheaptubes Incorporation® 
  
As soluções dos hormônios foram preparadas utilizando o método  de 
dissolução do reagente em acetonitrila na concentração de 1,0x10-3 mol L-1, e 
por meio de diluição preparou-se as soluções de hormônios na concentração 
de  1,0x10-4 mol L-1.  
O eletrólito suporte utilizado foi o tampão Britton-Robinson (BR) 
0,1 mol L-1 (0,04 mol L-1 de ácido acético, 0,04 mol L-1 de ácido bórico, 
0,04 mol L-1 de ácido fosfórico e 0,1 mol L-1 de KCl)(36), conhecido por sua 
capacidade tamponante em uma ampla faixa de pH. 
O ajuste do pH das soluções tampão foi realizado pela adição de 
alíquotas de hidróxido de sódio (NaOH) 1,0 mol L-1, formando a escala de pH 
de 2,0 à 12,0. A solução de ácido sulfúrico 0,1 mol L-1 foi preparada em meio 
aquoso para a limpeza dos eletrodos.  
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Todas as soluções aquosas foram preparadas com água ultrapura do 
sistema MIli-Q da Milipore Corporation. 
3.2 Instrumentação 
As medidas voltamétricas foram realizadas utilizando-se o 
potensiostato/galvanostato AUTOLAB® PGSTAT128 (Ecochemie, Holanda), 
gerenciado pelo programa GPES 4.9.  
A célula eletroquímica utilizada para os estudos voltamétricos dos 
hormônios foi uma célula convencional de compartimento único de três 
eletrodos (Figura 6) sendo, eletrodo de trabalho (GCE) e (GCE/MWCNT), 
eletrodo de referência (Ag/AgClSat) e eletrodo auxiliar de (Platina).  
Figura 6: Célula eletroquímica de três eletrodos. 
 
 
Os reagentes sólidos foram pesados em balança analítica (Shimadzu 
AUW220D). O ajuste de pH das soluções foi feito por meio do pH-metro de 
bancada 827lab da Metrhon com eletrodo combinado de vidro calibrado com 
soluções padrão de pH 4,0 e 7,0.  
A dispersão dos nanotubos de carbono foi efetuada utilizando-se um 
ultrasom de banho. Equipamentos alocados no laboratório de eletroquímica e 




3.3.1 Limpeza do eletrodo 
A limpeza do eletrodo foi conduzida de duas formas diferentes, 
dependendo da condição do eletrodo.  
Para o eletrodo sem modificação efetuou-se a limpeza por meio de 
polimento com solução de alumina em superfície de esparadrapo de algodão 
seguido de polimento com alumina em feltro de polimento metalográfico, 
enxágue com água destilada e agitação no ultrassom com etanol seguidas de 
cinco varreduras de voltametria cíclica para a verificação da condição do 
eletrodo.  
A limpeza do eletrodo modificado foi conduzida por meio da aplicação de 
potencial de 0,85 V por 90 segundos em solução de H2SO4 0,1 mol L
-1 seguida 
de cinco varreduras de voltametria cíclica na mesma solução, após enxágue 
efetuou-se cinco varreduras de voltametria cíclica para a verificação da 
condição do eletrodo. 
3.3.2 Modificação do eletrodo de carbono vítreo 
Para a modificação do eletrodo utilizou-se os nanotubos de carbono de 
paredes múltiplas (MWCNT) da Cheaptubes Incorporation® com 93% de 
pureza, 40 nm de diâmetro e espessura de 5 a 20 nm, obtidos por deposição 
química a vapor (CVD). 
Os nanotubos foram previamente tratados em uma mistura de ácido 
nítrico e ácido sulfúrico na proporção 1:3, a qual foi mantida a quente (70ºC) e 
sob agitação magnética por 3 horas. Os nanotubos funcionalizados em ácido 
(MWCNT/COOH) passaram pelo processo de lavagens sucessivas com água 
destilada ultrapura seguidas de centrifugação até que a solução sobrenadante 
se tornasse neutra. Os nanotubos funcionalizados passaram por secagem em 
estufa até a eliminação completa da umidade e depois macerados em pistilo de 
quartzo.  
Estes nanotubos foram caracterizados por meio de espectroscopia na 
região do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) em pastilha de 
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KBr. Os nanotubos foram macerados em KBr e prensados para a formação da 
pastilha analisada do FTIR. 
Os nanotubos de carbono funcionalizados (MWCNT/COO) foram 
dispersos em etanol na proporção de 1 mg de nanotubos para 5mL de etanol. 
Com o auxílio de uma micropipeta procedeu-se a cobertura da superfície do 
eletrodo previamente limpo. A cobertura do eletrodo foi feita por meio de três 
gotejamentos de 5 μL da dispersão de nanotubos de carbono alternados de 
secagem à temperatura ambiente a cada gota depositada. 
Esta modificação foi caracterizada por meio da microscopia de varredura 
eletrônica (MEV) do filme de nanotubos depositado cobre um substrato de vidro 
recoberto com óxido de índio (ITO), no JSM-6610LV da Jeol. 
3.3.3 Estudo da variação do pH do meio 
O estudo da influencia do pH do meio foi efetuado para a escala de pH de 
2,0 à 12,0. Adicionou-se à célula eletroquímica 10 mL da solução tampão BR 
0,1 mol L-1 e 500 μL da solução do hormônio em estudo de concentração 
1,0x10-3 mol L-1, resultando em uma concentração de hormônio na célula de 
5,0x10-5 mol L-1. Procedeu-se a desoxigenação da mistura por borbulhamento 
de nitrogênio durante 30 segundos, em seguida efetuou-se a varredura por 
voltametria cíclica (CV) no intervalo de potencial de 0,0 V à 1,2 V.  
Para cada valor de pH na escala de 2,0 à 12,0 colocou-se uma nova 
mistura tampão/analito na célula eletroquímica e antes de cada medida 
procedeu-se a limpeza da superfície do eletrodo sem modificação conforme 
descrito na seção 3.3.1, este estudo foi efetuado com o eletrodo de carbono 
vítreo sem modificação. 
3.3.4 Estudo da variação da velocidade de varredura 
Os estudos da variação da velocidade de varredura da voltametria cíclica 
foram realizados em tampão BR pH 7,0 no intervalo de velocidade de 10 mV s-1 
à 300 mV s-1 sendo a concentração de hormônio na célula eletroquímica de 
5,0x10-5 mol L-1. Este estudo foi efetuado com o eletrodo de carbono vítreo sem 
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modificação e antes de cada medida procedeu-se a limpeza da superfície do 
eletrodo sem modificação conforme descrito na seção 3.3.1. 
3.3.5 Otimização dos parâmetros da voltametria de onda quadrada 
Os parâmetros que envolvem a voltametria de onda quadrada, como: 
amplitude da onda quadrada, frequência da onda quadrada e incremento de 
varredura foram otimizados. As medidas foram efetuada em tampão BR pH 7,0, 
sendo a concentração de hormônio na célula eletroquímica de 5,0x10-5 mol L-1 
para o teste com o eletrodo sem modificação e  de 5,0x10-6 mol L-1 para o teste 
com o eletrodo modificado. 
3.3.6 Curva analítica 
As curvas analíticas dos hormônios foram obtidas em tampão BR pH 7,0 
adicionando-se alíquotas sucessivas de hormônio variando-se a concentração 
na célula eletroquímica de 1,0x10-6 à 9,0x10-6 mol L-1 para a estrona, de 
1,0x10-6 à 8,0x10-6 mol L-1 para o estriol e de 1,0x10-6 à 4,5x10-6 mol L-1 para o 
17-α-etinilestradiol, utilizando-se o eletrodo de carbono vítreo modificado com 
nanotubos de carbono GCE/MWCNT. 
3.3.7 Amostras de água do mar 
A avaliação da potencialidade do método proposto foi testada na 
determinação de estrona em água do mar que foi coletada na praia do José 















O ponto de coleta foi localizado equidistante da estrutura exposta do 
emissário de Santos e do Canal 1, nas coordenadas: Latitude 23º 58’16,26’’S e 
Longitude 46º20’51,07’’O. Amostra foi coletada na linha de costa, entre as 
ondas em garrafa plástica. A amostra foi tratada em laboratório por meio de 
filtração simples para a retirada de areia e material particulado tendo seu pH 
aferido no valor de 8,0. 
A água do mar foi utilizada como eletrólito suporte (pH 8,0) para a 
obtenção de uma  curva analítica da estrona,  adicionando-se alíquotas 
sucessivas da solução padrão de estrona variando-se a concentração na célula 
eletroquímica de 1,0x10-6 à 7,0x10-6 mol L-1. Construiu-se outra curva analítica 
em tampão BR pH 8,0 para se avaliar a influencia da matriz na análise. 
O teste de recuperação da estrona foi efetuado utilizando-se o método de 
adição de padrão, construiu-se a curva analítica sobre a amostra de água do 
mar contaminada intencionalmente com estrona no valor de concentração de 




4. Resultados e Discussão 
Inicialmente verificou-se a existência do sinal eletroquímico dos 
hormônios estrona, estriol e 17-α-etinilestradiol sobre o eletrodo de carbono 
vítreo sem modificação em tampão BR pH 7,0. Utilizando a técnica de 
voltametria cíclica obteve-se os voltamogramas apresentados na Figura 8, 
pode-se observar um pico de oxidação para a estrona, estriol e 17-α-
etinilestradiol nos potenciais de 0,59 V, 0,57V e 0,56 V, respectivamente, com 
características de processos irreversíveis, visto que não há sinal de redução na 
volta da varredura. Estes valores são condizentes com os encontrados na 
literatura na faixa de pH 5,0 à pH 8,0(26,28). 
Figura 8: Voltamogramas cíclicos dos hormônios estrona (A), estriol (B) e 17-α-etinilestradiol (C). 
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4.1 Estudo da variação do pH do meio 
A influencia do pH do meio no processo de oxidação da estrona foi 
avaliada utilizando-se a voltametria cíclica no intervalo de pH de 2,0 a 12,0 em 
tampão BR pH 7,0 e concentração de 5,0 x 10-5 mol L-1 de hormônio na célula 
eletroquímica (Figura 9). 
Figura 9: A) Voltamogramas cíclicos da variação do pH do meio para a estrona. B) Potencial de 
pico da variação do pH do meio para a estrona. C) Intensidade de corrente da variação de pH do 
meio para a estrona. Tampão BR 0,1 mol L
-1
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Observa-se que o potencial de oxidação da estrona se desloca para 
regiões de potencial menos positivo (Figura 9A) e decresce com o aumento do 
pH do meio, apresentando duas regiões de linearidade que se interceptam em 
10,8 (Figura 9B), valor correspondente ao pKa aparente do grupo hidroxila do 
anel aromático da estrona, o qual está próximo do observado na literatura que 
é de aproximadamente 10,34(38), a oxidação deste grupo depende de sua 
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acidez e do pH do meio uma vez que a oxidação ocorre com a perda de um 
átomo de hidrogênio(39). A intensidade da corrente de pico (Figura 9C) é 
aparentemente constante entre os pH 2,0 e 8,0, diminuindo intensamente em 
pH mais altos, evidenciando a dependência de protonação (Figura 9C). 
O estudo da variação do pH do meio também foi realizado para o estriol 
(Figura 10) e para o 17-α-etinilestradiol (Figura 11). 
Figura 10: A) Voltamogramas cíclicos da variação do pH do meio para o estriol. B) Potencial de 
pico da variação do pH do meio para o estriol. C) Intensidade de corrente da variação de pH do 
meio para o estriol. Tampão BR 0,1 mol L
-1
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Figura 11: A) Voltamogramas cíclicos da variação do pH do meio para o 17-α-etinilestradiol. B) 
Potencial de pico da variação do pH do meio para o 17-α-etinilestradiol. C) Intensidade de corrente 
da variação de pH do meio para o 17-α-etinilestradiol. Tampão BR 0,1 mol L
-1
; pH 2,0 – 12,0; 
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Os hormônios estriol e 17-α-etinilestradiol apresentaram comportamento 
semelhante à estrona. Os dois hormônios apresentaram um deslocamento do 
potencial de pico de oxidação para regiões menos positivas com aumento do 
pH do meio (Figura 10A e Figura 11A), ambos com duas regiões de linearidade 
que se interceptam em 10,6 para o estriol e 10,8 para o 17-α-etinilestradiol 
(Figura 10B e Figura 11B). Estes valores correspondem ao pKa aparente do 
grupo hidroxila do anel aromático destes hormônios, os quais na literatura 





A intensidade de corrente do pico dos voltamogramas também se mostra 
aparentemente constante entre os pH 2,0 e pH 8,0 diminuindo 
significativamente em pH maiores (Figura 10C e Figura 11C). Desta forma, 
optou-se por fazer os demais estudos em pH 7,0, onde se tem voltamogramas 
bem definidos e com boa intensidade de sinal para os três hormônios em 
estudo. 
4.2 Variação da velocidade de varredura  
O estudo da variação da velocidade de varredura pode fornecer 
informações acerca do processo de oxidação dos hormônios estudados. 
Este estudo foi realizado no intervalo de velocidade de varredura de 10 a 
300 mV s-1.  
Nos voltamogramas cíclicos obtidos com a variação da velocidade de 
varredura para a estrona, observa-se que com o aumento da velocidade de 
varredura ocorre um deslocamento do potencial de pico de oxidação para 
regiões de potencial mais positivas (Figura 12A) e a intensidade da corrente de 
pico apresenta um crescimento linear com a velocidade de varredura (Figura 
12B), comportamentos típicos de processos irreversíveis controlados pela 
















Figura 12: A) Voltamogramas cíclicos da variação da velocidade de varredura da voltametria cíclica 
para a estrona. B) Intensidade de corrente da variação a velocidade de varredura para a estrona. C) 
Gráfico log (IP) v.s log (v) da variação da velocidade de varredura para a estrona. Tampão BR 0,1 
mol L
-1
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Ainda com os dados da variação da velocidade de varredura da estrona, 
construiu-se o gráfico do logaritmo da corrente de pico em função do logaritmo 
da velocidade de varredura (Figura 12C) e obteve-se uma relação linear com 
coeficiente angular de 1,0, indicando que o processo é controlado pela 






O estudo da influencia da velocidade de varredura também foi realizado 
para o estriol (Figura 13) e para o 17-α-etinilestradiol (Figura 14).  
Figura 13: A) Voltamogramas cíclicos da variação da velocidade de varredura da voltametria cíclica 
para o estriol. B) Intensidade de corrente da variação a velocidade de varredura para o estriol. C) 
Gráfico log (IP) v.s log (v) da variação da velocidade de varredura para o estriol. Tampão BR 0,1 
mol L
-1
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Figura 14: A) Voltamogramas cíclicos da variação da velocidade de varredura da voltametria cíclica 
para o 17-α-etinilestradiol. B) Intensidade de corrente da variação a velocidade de varredura para o 
17-α-etinilestradiol. C) Gráfico log (IP) v.s log (v) da variação da velocidade de varredura para o 17-
α-etinilestradiol. Tampão BR 0,1 mol L
-1




; ν = 10 – 300 mV s
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Os hormônios estriol e 17-α-etinilestradiol apresentaram comportamento 
semelhante à estrona, observa-se que com o aumento da velocidade de 
varredura ocorre um deslocamento do potencial de pico de oxidação para 
regiões de potencial mais positivas (Figura 13A e Figura 14A). 
 A intensidade das correntes de pico retirada dos voltamogramas 
apresentou um crescimento linear com a velocidade de varredura (Figura 13B e 
Figura 14B) e a relação de log Ip vs. Log v (Figura 13C e Figura 14C), 
apresentou coeficiente angular igual a 0,91 e 0,89, para o estriol e 
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17-α-etinilestradiol, respectivamente, valores próximos de 1,0. Características 
típicas de processos irreversíveis controlados por adsorção das espécies(41). 
4.3 Modificação do eletrodo 
A funcionalização dos nanotubos de carbono (MWCNT) por meio do 
tratamento ácido tem como o objetivo a formação de grupos funcionais 
carboxílicos na superfície dos nanotubos (MWCNT/COOH), por meio do 
processo de lavagens sucessivas dos nanotubos, seguidas de centrifugação,  
retirou-se os resíduos ácidos utilizados para a funcionalização, conferindo o pH 
da solução de lavagem até que a mesma se apresentasse neutra, aumentando 
assim a carga negativa dos nanotubos(42) (MWCNT/COO) (Figura 15). 
Figura 15: Funcionalização dos nanotubos de carbono (MWCNT – MWCNT/COO). 
 
 
No espectro FTIR da amostra de nanotubos de carbono (Figura 16) é 
possível observar o surgimento dos picos de comprimento de onda 3415 cm-1 
e 1650 cm-1, estes picos podem ser atribuídos às vibrações de estiramento 
das ligações OH e C=O, respectivamente(43). A presença destes picos sugere 
que a funcionalização produziu grupos carboxílicos na superfície dos MWCNT 








Figura 16: Imagem de FTIR das amostras de MWCNT e MECNT/COO em pastilhas de KBr. 
 
 
Utilizando-se a técnica de microscopia de varredura eletrônica 
caracterizou-se o filme de MWCNT/COO depositado sobre um substrato de 
vidro recoberto com óxido de índio (ITO) (Figura 17). 
Figura 17: Imagem de MEV do filme de MWCNT/COO depositado sobre substrato de ITO. 
 




A imagem de MEV do filme de MWCNT/COO mostra que os nanotubos 
de carbono recobrem todo o substrato, não havendo a formação de 
aglomerados ou vacâncias em sua cobertura. Assim, observa-se que 
diferentemente da prática comum em outros estudos, nos quais utiliza-se uma 
dispersão concentrada de nanotubos que é aplicada uma única vez, o uso da 
dispersão mais diluída com aplicações sucessivas recobre a superfície de 
forma mais homogênea, resultados semelhantes aos obtidos por Palazzo et 
al(34).  
O eletrodo modificado foi testado para o estudo dos três hormônios 
utilizando-se a voltametria cíclica (Figura 18). 
Figura 18: Voltamogramas cíclicos dos hormônios sobre os eletrodos modificado e sem modificar. 
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Observa-se que para os três hormônios a modificação propiciou um 
aumento significativo na intensidade do sinal, o aumento foi da ordem de 2,5 
vezes para a estrona, 3,0 vezes para o estriol e 2,0 vezes para o 
17-α-etinilestradiol.  
O sinal de oxidação da estrona (5,0x10-6 mol L-1) foi avaliado sobre o GCE 
modificado com os MWCNT variando o número de camadas de dispersão entre 
uma e quatro adições (Figura 19), visando verificar a quantidade ótima de 
adições da dispersão de nanotubos de carbono que promovem o aumento do 
sinal eletroquímico do hormônio. 
Figura 19: Avaliação do efeito do número de adições da solução de MWCNTs (A – Voltamogramas; 
B – Intensidade). Tampão BR 0,1 mol L
-1




. Amplitude – 50 mV, Frequência 
250 mV, Incremento de varredura – 4 mV. 




























Observa-se na Figura 19A que a modificação promove um deslocamento 
do potencial de pico da estrona para regiões mais positivas e aumenta a 
intensidade da corrente de pico. Na Figura 19B pode-se observar o aumento da 
intensidade da corrente com o número de camadas de MWCNT adicionadas, 
nota-se um aumento entre a 1ª e a 3ª adição (aproximadamente 2,5 vezes), 
diminuindo a partir a 4ª adição. Assim verificou-se que o número ótimo de 







4.4 Otimização dos parâmetros da voltametria da onda quadrada 
Os parâmetros que envolvem a voltametria de onda quadrada, amplitude 
da onda quadrada, frequência da onda quadrada e incremento de varredura, 
foram otimizados sobre o eletrodo sem modificação e sobre o eletrodo 
modificado, sendo a concentração de hormônio na célula eletroquímica de 
5,0x10-5 mol L-1 no estudo com eletrodo sem modificação e  de  5,0x10-6 mol L-1 
no estudo com o eletrodo modificado.  
A sensibilidade da voltametria de onda quadrada pode ser melhorada com 
o aumento da amplitude de aplicação do pulso, em processos irreversíveis a 
largura de meia onda se mantém constante para valores de amplitude maiores 
que 20 mV(44).   
O estudo da variação da frequência da onda quadrada contribui para a 
obtenção de informações a respeito do comportamento eletroquímico do 
composto, o aumento da frequência da onda quadrada proporciona um 
aumento significativo na intensidade da corrente de pico(41). Para sistemas 
irreversíveis a corrente de pico apresenta uma relação linear com a 
frequência(44) 
Já o produto do parâmetro incremento de varredura da onda quadrada 
com a frequência da onda quadrada determinam a velocidade efetiva da 
voltametria de onda quadrada, assim, incrementos maiores podem aumentar 
significativamente a sensibilidade do método, entretanto incrementos muito 
altos podem promover o alargamento dos picos obtidos comprometendo a 








4.4.1 Eletrodo sem modificação (GCE) 
Os parâmetros da voltametria da onda quadrada foram otimizados 
utilizando-se o eletrodo de carbono vítreo sem modificação. Este estudo foi 
efetuado com a concentração de cada hormônio em 5,0 x 10-5 mol L-1.   
Os voltamogramas de onda quadrada obtidos para a estrona são apresentados 
na (Figura 20), para o estriol na (Figura 21) e para o 17-α-etinilestradiol 
na (Figura 22). 
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(A) amplitude = 10 - 100 mV, frequência = 100 Hz, incremento de varredura = 2 mV. 
(B) Frequência = 10 - 250 Hz, amplitude = 50 mV, incremento de varredura = 2 mV. 
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(A) amplitude = 10 - 100 mV, frequência = 100 Hz, incremento de varredura = 2 mV. 
(B) Frequência = 10 - 250 Hz, amplitude = 50 mV, incremento de varredura = 2 mV. 






























E/V   vs  Ag/AgCl
   10 mV
   20
   40
   50
   60
   80
 100
A 









E/V   vs  Ag/AgCl
   10 Hz
   20
   40
   60
   80
 100
B 









E/V   vs  Ag/AgCl
   2 mV
   4
   6




(A) amplitude = 10 - 100 mV, frequência = 100 Hz, incremento de varredura = 2 mV. 
(B) Frequência = 10 - 100 Hz, amplitude = 50 mV, incremento de varredura = 2 mV. 
(C) Incremento de varredura = 2 - 10 mV, amplitude = 50 mV, frequência = 100 Hz. 
 
Observa-se que para a variação do parâmetro frequência da onda 
quadrada o potencial do pico de oxidação desloca-se para potenciais mais 
positivos para os três hormônios (Figura 20B, Figura 21B e Figura 22B), 
estrona, estriol e 17-α-etinilestradiol, respectivamente. Tal comportamento é 
característico de processos irreversíveis controlados pela adsorção das 
espécies na superfície do eletrodo(49,50,51), isto corrobora com os resultados 
obtidos pela variação da velocidade de varredura na voltametria cíclica. 
Os hormônios estrona e estriol se comportaram de modo muito 
semelhante, observa-se que com a variação da amplitude da onda quadrada, a 
intensidade da corrente de pico para estes dois hormônios apresenta um 
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crescimento linear até 50 mV, decaindo em intensidade a partir deste valor 
(Figura 23A ,Figura 24A).  
Figura 23: Intensidade de corrente de pico em função da variação dos parâmetros da onda 
quadrada para a estrona (dados retirados da Figura 20). 















































Figura 24: Intensidade de corrente de pico em função da variação dos parâmetros da onda 
quadrada para o estriol (dados retirados da Figura 21). 






































Para a variação da frequência da onda quadrada a intensidade da 
corrente de pico apresenta um comportamento crescente e linear com a 
frequência Figura 23B e Figura 24), característica de processos irreversíveis 
controlados pela adsorção da espécie na superfície do eletrodo(49,50,51), 
corroborando com os resultados obtidos pela variação da velocidade de 
varredura na voltametria cíclica.  
A variação do incremento de varredura para a estrona, mostrou que uma 
maior intensidade de corrente de pico ocorre em incremento de 4 mV, já o 
estriol apresentou uma maior intensidade de corrente de pico com incremento 
de 10 mV, porém não muito superior ao valor obtido em 4 mV. 
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Assim, para os dois hormônios, os parâmetros da voltametria de onda 
quadrada otimizados foram de 50 mV, 250 Hz e 4 mV, para amplitude da onda 
quadrada, frequência da onda quadrada e incremento de varredura, 
respectivamente. Estes valores foram selecionados por apresentarem maior 
intensidade de sinal e boa definição dos voltamogramas. 
O hormônio 17-α-etinilestradiol apresentou um comportamento 
semelhante à estrona e ao estriol para a variação de frequência da onda 
quadrada, a intensidade da corrente de pico apresenta um crescimento linear 
com a frequência (Figura 25B), indicando que o processo é irreversível e 
controlado pela adsorção da espécie na superfície do eletrodo, mais uma vez 
corroborando com os resultados obtidos pela variação da velocidade de 
















Figura 25: Intensidade de corrente de pico em função da variação dos parâmetros da onda 
quadrada para o 17-α-etinilestradiol (dados retirados da Figura 22). 




































A variação da amplitude da onda quadrada indicou que intensidade da 
corrente de pico varia linearmente com amplitude até o valor de 100 mV (Figura 
25A). Para o incremento de varredura observou-se que melhores resultados 
em termos de intensidade de corrente são obtidos em incremento de varredura 
de 8 mV (Figura 25C). Assim, os parâmetros da voltametria de onda quadrada 
otimizados para o 17-α-etinilestradiol foram 100 mV, 100 Hz e 8 mV, para 
amplitude da onda quadrada, frequência da onda quadrada e incremento de 
varredura, respectivamente. Tais valores foram selecionados por apresentarem 
maior intensidade de sinal no caso da amplitude e da frequência e pela boa 
definição do voltamograma. 
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Na Tabela 2 estão listados os parâmetros da onda quadrada selecionados 
para o estudo de cada hormônio sobre o eletrodo de carbono vítreo sem 
modificação. 
Tabela 2: Parâmetros da voltametria da onda quadrada para os hormônios em estudo sobre o 
eletrodo de carbono vítreo sem modificação. 
Hormônio Amplitude Frequência Incremento 
Estrona 50 mV 250 Hz 4 mV 
Estriol 50 mV 250 Hz 4 mV 
17-α-etinilestradiol 100 mV 100 Hz 8 mV 
 
4.4.2 Eletrodo modificado (GCE/MWCNT) 
Após a modificação do eletrodo de carbono vítreo com os nanotubos de 
carbono, os parâmetros que envolvem a voltametria da onda quadrada foram 
otimizados para cada hormônio de forma separada utilizando-se o eletrodo de 
carbono vítreo com modificação (GCE/MWCNT). 
Nas Figura 26A, Figura 27A e Figura 28A estão apresentados os 
voltamogramas obtidos para os hormônios estrona, estriol e 17-α-etinilestradiol, 
respectivamente, em função da variação da amplitude da onda quadrada sobre 
o eletrodo de carbono vítreo modificado. 
Figura 26: A) Voltamogramas de onda quadrada  obtidos para a estrona em função da variação da 
amplitude.B) Variação da corrente de pico em função da amplitude da onda quadrada. Tampão BR 
0,1 mol L
-1




; Amplitude = 10 – 100 mV, Frequência = 100 Hz, 
Incremento de varredura = 2 mV. 
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Figura 27: A) Voltamogramas de onda quadrada  obtidos para o estriol em função da variação da 
amplitude.B) Variação da corrente de pico em função da amplitude da onda quadrada. Tampão BR 
0,1 mol L
-1




; Amplitude = 10 – 100 mV, Frequência = 100 Hz, 
Incremento de varredura = 2 mV. 
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Figura 28: A) Voltamogramas de onda quadrada  obtidos para o 17-α-etinilestradiol em função da 
variação da amplitude.B) Variação da corrente de pico em função da amplitude da onda quadrada. 
Tampão BR 0,1 mol L
-1




; Amplitude = 10 – 100 mV, 
Frequência = 100 Hz, Incremento de varredura = 2 mV. 
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Observa-se que para a variação da amplitude da onda quadrada a 
intensidade de corrente de pico aumenta até amplitudes entre 40 e 50 mV para 
os três hormônios (Figura 26B, Figura 27B e Figura 28B), apresentando 
deslocamento do pico para potencias menos positivos e diminuição da 
intensidade de corrente para valores de amplitude superiores a 60 mV, assim 
optou-se pelo valor de amplitude da onda quadrada de 50 mV para os três 
hormônios.  
Nas Figura 29A, Figura 30A e Figura 31A estão apresentados os 
voltamogramas obtidos com a variação da frequência da onda quadrada para 




Figura 29: A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para a estrona em função da variação da 
frequência da onda quadrada. B) Variação da intensidade da corrente de pico em função da 
frequência da onda quadrada. Tampão BR 0,1 mol L
-1





Amplitude = 50 mV, Frequência = 25 – 250 Hz, Incremento de varredura = 2 mV. 
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Figura 30: A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para o estriol em função da variação da 
frequência da onda quadrada. B) Variação da intensidade da corrente de pico em função da 
frequência da onda quadrada. Tampão BR 0,1 mol L
-1





Amplitude = 50 mV, Frequência = 25 – 250 Hz, Incremento de varredura = 2 mV. 
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Figura 31: A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para o 17-α-etinilestradiol em função da 
variação da frequência da onda quadrada. B) Variação da intensidade da corrente de pico em 
função da frequência da onda quadrada. Tampão BR 0,1 mol L
-1
; pH 7,0; 17-α-etinilestradiol 




; Amplitude = 50 mV, Frequência = 25 – 250 Hz, Incremento de varredura = 2 mV.  
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Os voltamogramas do estudo da variação da frequência da onda 
quadrada apresentaram deslocamento para potenciais mais positivos com o 
aumento da frequência (Figura 29A, Figura 30A, e Figura 31A), observa-se 
também um crescimento linear da intensidade de corrente com o aumento da 
frequência (Figura 29B, Figura 30B, e Figura 31B), características de 
processos irreversíveis controlados pela adsorção da espécie na superfície do 
eletrodo(29,30), corroborando com os resultados obtidos pela variação de 
velocidade de varredura na voltametria cíclica. Este comportamento foi 
observado para os três hormônios em estudo. Assim, optou-se por escolher a 
frequência de 250 Hz para os próximos estudos com os três hormônios.  
Nas Figura 32A, Figura 33A e Figura 34A estão apresentados os 
voltamogramas obtidos com a variação da frequência da onda quadrada para 
os hormônios estrona, estriol e 17-α-etinilestradiol, respectivamente.  
 
Figura 32: A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para a estrona em função da variação do 
incremento de varredura da onda quadrada. B) Variação da intensidade da corrente de pico em 
função do incremento de varredura da onda quadrada. Tampão BR 0,1 mol L
-1
; pH 7,0; estrona 




; Amplitude = 50 mV, Frequência = 100 Hz, Incremento de varredura = 2 – 10 mV. 
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Figura 33: A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para o estriol em função da variação do 
incremento de varredura da onda quadrada. B) Variação da intensidade da corrente de pico em 
função do incremento de varredura da onda quadrada. Tampão BR 0,1 mol L
-1
; pH 7,0; estriol 




; Amplitude = 50 mV, Frequência = 100 Hz, Incremento de varredura = 2 – 10 mV 
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Figura 34: A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para o 17-α-etinilestradiol em função da 
variação do incremento de varredura da onda quadrada. B) Variação da intensidade da corrente de 
pico em função do incremento de varredura da onda quadrada. Tampão BR 0,1 mol L
-1
; pH 7,0; 




; Amplitude = 50 mV, Frequência = 100 Hz, Incremento de 
varredura = 2 – 10 mV 
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Os voltamogramas do estudo da variação do incremento de varredura da 
onda quadrada apresentaram deslocamento para potenciais mais positivos e 
alargamento dos picos com o aumento do incremento de varredura (Figura 32, 
Figura 33 e Figura 34), observa-se também um crescimento linear da 
intensidade de corrente de pico e o alargamento do sinal. Desta forma, os 
demais estudos foram realizados com incremento de 2 mV. 
Os parâmetros da votlametria de onda quadrada selecionado para os três 
hormônios em estudo sobre o eletrodo de carbono vítreo modificado com 
nanotubos de carbono estão apresentados na Tabela 3, valores estes 
semelhantes aos encontrados por Brocenschi et al(47). 
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Tabela 3: Parâmetros da voltametria da onda quadrada otimizados para a determinação dos 
hormônios estrona, estriol e 17-α-etinilestradiol  sobre o GCE/MWCNT. 
Hormônio Amplitude Frequência Incremento 
Estrona 50 mV 250 Hz 2 mV 
Estriol 50 mV 250 Hz 2 mV 
17-α-etinilestradiol 50 mV 250 Hz 2 mV 
    
Assim como para o teste da modificação em voltametria cíclica, os 
voltamogramas de onda quadrada da variação de parâmetros apresentaram 
um deslocamento para regiões mais positivas sobre o eletrodo modificado 
quando comparados com o eletrodo sem modificação. 
Estes três de parâmetros da voltametria de onda quadrada selecionados 
no estudo com o eletrodo modificado, Amplitude = 50 mV; Frequência = 250 Hz 
e Incremento = 2 mV, foram utilizados para a obtenção das curvas analíticas 























4.5 Curva Analítica 
Com os parâmetros da voltametria de onda quadrada definidos na secção 
4.4.1 pôde-se construir a curva analítica, utilizando o eletrodo de carbono vítreo 
modificado em tampão BR, da estrona (Figura 35), estriol (Figura 36) e 
17-α-etinilestradiol (Figura 37). 
Figura 35: A) Voltamogramas de onda quadrada para a estrona sobre o eletrodo de carbono vítreo 
modificado com nanotubos de carbono. B) Curva analítica da estrona. Tampão BR; pH 7,0; 
Amplitude = 50 mV; Frequência = 250 Hz; Incremento de varredura = 2 mV. 
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No intervalo de concentração de 1,0 a 9,0 μmol L-1 observa-se um 
crescimento linear da intensidade da corrente de pico em função da 
concentração da estrona (Figura 35B) , sendo a linearidade igual a 0,9981 e a 
sensibilidade igual a 0,1521 μA/ mol L-1. Obteve-se o limite de detecção (LOD) 
de 1,17 x 10-7 mol L-1 e o limite de quantificação (LOQ) de 3,92 x 10-7 mol L-1, 
limites calculados pelas equações (1) e (2) respectivamente(48). 
    
   
 
           
    
 
       







Figura 36: A) Voltamogramas de onda quadrada para o estriol sobre o GCE/MWCNT. B) Curva 
analítica do estriol. Tampão BR; pH 7,0; Amplitude = 50 mV; Frequência = 250 Hz; Incremento de 
varredura = 2 mV 
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Para o estriol, no intervalo de concentração de 1,0 a 8,0 μmol L-1 
observa-se um crescimento linear da intensidade da corrente de pico em 
função da concentração (Figura 36B), sendo a linearidade igual a 0,9935 e a 
sensibilidade igual a 0,1061 μA/ mol L-1. Obteve-se o limite de detecção (LOD) 
de 1,12 x 10-7 mol L-1 e o limite de quantificação (LOQ) de 3,74 x 10-7 mol L-1. 
Figura 37: A) Voltamogramas de onda quadrada para o 17-α-etinilestradiol sobre o GCE/MWCNT. 
B) Curva analítica do 17-α-etinilestradiol. Tampão BR; pH 7,0; Amplitude = 50 mV; 
Frequência = 250 Hz; Incremento de varredura = 2 mV. 
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A curva analítica do 17-α-etinilestradiol foi construída no intervalo de 
concentração de 1,0 a 4,5 μmol L-1 e pode-se observar o crescimento linear da 
intensidade de corrente de pico em função da concentração (Figura 37B), 
sendo a linearidade igual a 0,9989 e a sensibilidade igual a 0,3694 μA/ mol L-1. 
Obteve-se o limite de detecção (LOD) de 1,00 x 10-7 mol L-1 e o limite de 
quantificação (LOQ) de 3,34 x 10-7 mol L-1. 
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Com os limites calculados possibilitou-se a comparação destes com 
outros estudos da literatura (Tabela 4), que utilizaram técnicas eletroanalíticas 
para a quantificação destes hormônios. Observa-se que os valores obtidos 
como método proposto se apresentam muito próximos a estudos semelhantes 
encontrados na  literatura. 
Tabela 4: Limites de detecção (LOD) e quantificação (LOQ) para os hormônios em estudo, 
utilizando diferentes métodos eletroanalíticos. 
Composto LOD LOQ Eletrodo Técnica Referência 
Estrona 
1,17 x 10-7 
mol L-1 
3,92 x 10-7 
mol L-1 
GCE/MWCNT SWV * 
Estriol 
1,12 x 10-7 
mol L-1 
3,74 x 10-7 
mol L-1 
GCE/MWCNT SWV * 
17-α 
1,00 x 10-7 
mol L-1 
3,34 x 10-7 
mol L-1 
GCE/MWCNT SWV * 
Estrona 
1,00 x 10-7 
mol L-1 
- BDD SWV (47) 
Estradiol 
1,00 x 10-8 
mol L-1 
- GCE/MWCNT DPV (29) 
Estriol 
8,00 x 10-8 
mol L-1 
- DME DPV (49) 
17-α 
9,00 x 10-8 
mol L-1 
- GCE/MWCNT-Chi SWV (31) 
(*) Este trabalho 
 
 
4.6 Avaliação da potencialidade da metodologia desenvolvida 
para determinação de estrona em água do mar 
A avaliação da potencialidade do método proposto foi testada na 
determinação de estrona em água do mar. Esses estudos foram realizados 
utilizando a água do mar como eletrólito suporte, como o pH desta amostra 
estava me torno de 8,0, foi construída também uma curva analítica em tampão 
BR pH 8,0 para posterior comparação. Os voltamogramas obtidos para a 









Figura 38: A) Voltamogramas de onda quadrada para a estrona em tampão BR 0,1 mol L
-1
, pH 8,0 
sobre o GCE/MWCNT. B) Voltamogramas de onda quadrada para a estrona em água do mar sobre 
o GCE/MWCNT. C) Curva analítica da estrona em tampão BR e em água do mar. 
Amplitude = 50 mV; Frequência = 250 Hz; Incremento de varredura = 2 mV.   










E/V   vs  Ag/AgCl




























    A           B 















         C 
 
Os limites de detecção (LOD), quantificação (LOQ) e sensibilidade das 
curvas estão discriminados na Tabela 5. 
Tabela 5: Resultados obtidos das curvas analíticas para a  estrona em tampão BR 0,1 mol L
-1
 e em 
água do mar, utilizando o GCE/MWCNT. 
Meio Sensibilidade Linearidade LOD LOQ 
Tampão 0,3086 0,9988 1,61 x 10-7 5,37 x 10-7 
Amostra 0,1748 0,9984 2,38 x 10-7 7,93 x 10-7 
     
Os dados obtidos mostram um aumento nos limites LOD e LOQ nos dois 
testes em água do mar, observa-se ainda uma diminuição na sensibilidade do 
método, isso ocorre possivelmente devido à presença de interferentes na 
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amostra, que podem adsorver na superfície do eletrodo e/ou reagir com o 
próprio hormônio, afetando a sensibilidade do método. 
A analise de variância (ANOVA) realizada entre as curvas (Tabela 6) 
apresentou o valor de F superior ao valor de F critico, indicando que há 
variabilidade entre a amostra e o eletrólito suporte (Tampão BR), o valor de p 
obtido foi inferior a 5% mostrando grande confiabilidade nos resultados 
obtidos(50).  
Tabela 6: ANOVA para as curvas obtidas no tampão BR e na amostra de água do mar para a 
estrona. 
Fonte da variação SQ gl MQ F valor-P F crítico 
Linhas 3,275326 6 0,545888 12,83453 0,003379 4,283865714 
Colunas 1,239218 1 1,239218 29,13564 0,001667 5,987377584 
Erro 0,255196 6 0,042533 
   
       
Total 4,769741 13 
    
 
Sendo:  
SQ – Variância total da fonte de variação 
gl - graus de liberdade da fonte de variação 
MQ - Média da variância da fonte de variação 
F - Relação entre a variância entre as amostras e a variância dentro das amostras 
p - nível descritivo 
Fcrítico - Fator limite como critério indicador de diferença significativa entre as medidas 
 
O teste t pareado foi realizado entre o tampão e a amostra, obteve-se um 
valore de t de 5,39, sendo o valor de t critico de 2,45, indicando que a amostra 
bruta afeta o ensaio(51). 
Desta forma, para a avaliação da metodologia desenvolvida realizou-se o 
teste de recuperação da estrona em água do mar, empregando-se o método da 
adição de padrão. A amostra foi fortificada com estrona na concentração de 
1,0 x 10-6 mol L-1. Os voltamogramas obtidos e a curva de recuperação 




Figura 39: A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para a determinação da estrona em água 
do mar. B) Curva analítica da estroina em amostra de água do mar. Amplitude = 50 mV; 
Frequência = 250 Hz; Incremento de varredura = 2 mV. 






























Os resultados do teste de recuperação estão discriminados na Tabela 7. 
 







% de recuperação 
    
Água do mar 1,0 x 10-6 0,74 x 10-6 74 
 
A porcentagem de recuperação obtida para a estrona em água do mar, 
utilizado o método desenvolvido ficou em torno de 74%, valor este dentro do 










Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um sensor de 
carbono vítreo modificado com nanotubos de carbono de paredes múltiplas 
para determinação dos hormônios estrona, estriol e 17-α-etinilestradiol.  
Utilizando-se a voltametria cíclica (CV) efetuou-se o estudo da influencia 
do pH do meio no sinal analítico dos hormônios em estudo, obtendo-se em pH 
7,0 voltamogramas com boa intensidade de sinal sendo os potenciais de 
oxidação para a estrona, estriol e 17-α-etinilestradiol de 0,59 V, 0,57V e 0,56 V, 
respectivamente, todos com características de processos irreversíveis 
controlados por adsorção.  
A modificação utilizada propiciou um aumento na intensidade do sinal 
eletroquímico dos três hormônios e diminuiu o efeito da adsorção dos mesmos 
na superfície do eletrodo, se mostrando como um boa melhoria do sensor para 
a determinação analítica dos hormônios.   
A técnica de voltametria de onda quadrada (SWV) foi utilizada para o 
desenvolvimento da metodologia de quantificação dos hormônios. As curvas 
analíticas da estrona e estriol foram obtidas no intervalo de concentração de 
1,0x10-6 mol L-1 a 9,0x10-6 mol L-1, o 17-α-etinilestradiol apresentou forte 
adsorção na superfície do eletrodo, assim, a curva analítica deste hormônios foi 
obtida no intervalo de concentração de 1,0x10-6 mol L-1 a 4,5x10-6 mol L-1. Os 
limites de detecção (LOD) para a estrona, estriol e 17-α-etinilestradiol foram de 
1,17x10-8 mol L-1, 1,12x10-7 mol L-1 e 1,00x10-7 mol L-1, respectivamente, e os 
limites de quantificação (LOQ) foram de 3,92x10-7 mol L-1, 3,74x10-7 mol L-1 e 
3,34x10-7 mol L-1, respectivamente, resultados condizentes com os observados 
na literatura em estudos semelhantes.  
A potencialidade da aplicação do método em água do mar foi avaliada por 
meio do teste de recuperação empregando a técnica de adição de padrão. 
Obteve-se um percentual de recuperação de 74%, valor dentro do aceitável 
para a ordem de grandeza de concentração do analito.  
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A curva analítica em água do mar apresentou uma diminuição da 
sensibilidade em relação ao eletrólito suporte utilizado (tampão BR), 
possivelmente devido à presença de interferentes na amostra, visto que trata-
se um meio de composição bastante complexa e passível da influencia do 
aporte de águas dos canais, rios e emissários. Entretanto os resultados obtidos 
indicam um potencial promissor da aplicação do método em água do mar bruta 
sem qualquer tratamento mais elaborado, passando somente por uma filtração 
simples, podendo ser efetuado em equipamento portátil no próprio local de 
coleta sem qualquer possibilidade de interferências em relação ao transporte, 
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